










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Haplotype  5’UTR  1b  Gap‐1  Gap‐2 
A  A  G  C  G 
A/B  A/G  G  C/G  G 
B  G  G  G  G 
C  A/G  C/G  G/C  T/G 
Figure 11: Electropherogram alignments of SNP sequences in POMC 
SNPs at the 5’UTR (left) and gap‐1 (right) 
Table III: POMC Haplotypes 
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codon.  Finally, the 5’UTR region has a exon/intron boundary 
((http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2, (Hebsgaard, Korning, Tolstrup, Engelbrecht, 
Rouze, & Brunak, 1996)), which supports that it is expressed.  Using this information, the 
resulting regions were translated using ExPASy Proteomics server 
((http://ca.expasy.org/tools/dna.html, (Gasteiger, Gattiker, Hoogland, Ivany, Appel, & Bairoch, 
2003)) and a 254 amino acid protein was generated.  Protein sequences were aligned using the 
ClustalW2 server (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, (Larkin, et al., 2007) with 
published protein sequences for other mammals (Figure 13).  The protein sequences for the 
other species are available from the NCBI database, with the following accession numbers: 
Homo sapiens (NP_000930); Sus scrofa (CAA24968); Bos Taurus (NP_776576); Ovis aries 
(NP_001009266); and Mus musculus (NP_032921).   
Figure 12: Electropherogram Alignments of Dam and Foal with Haplotype C in POMC 
A single horse heterozygous at two loci; 1b on the left and gap‐2 on the right.  In 
contrast the dam of this horse is shown to be homozygous at both loci (top row). 
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The complete model for POMC is as follows.  Two exons plus a 5’UTR make up the full 
mRNA, which then gets translated into a 254 amino acid protein. 
 
   
 
 
 
Discussion 
Figure 13: ClustalW2 Alignment of Horse POMC protein with five other mammals.   
The blue box shows the amino acid sequence of α‐MSH. 
Stars indicate complete conservation, and colons/dots indicate partial conservation. 
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  Laminitis is a major concern to anyone involved in the horse industry.  Identification of 
individual horses at risk for gaining excess weight should be a priority, so that preventative 
management can be started early before weight gain has begun and metabolic syndrome sets 
in.  MC4R and POMC variants in other mammals show an increased risk of gaining excess 
weight (Huszar, et al., 1997) (Kim, Larsen, Short, Plastow, & Rothschild, 2000) (Krude, 
Biebermann, Luck, Horn, Brabant, & Gruters, 1998) (Santoro & Cirillo, 2009) (Xuemei, Ning, 
Xuemei, Xingbo, Qingyong, & Xiuli, 2006).  These genes have not been well‐characterized in the 
horse.  This work has generated additional DNA sequences of the coding regions and some 
regulatory regions of these two genes.  Five novel SNPS between the two genes have been 
identified, and using homology‐based methods, gene models have been constructed.  As can be 
seen in Figures 10 and 13 in the results section, among mammals, the protein sequence for 
both α‐MSH and MC4R is conserved.  The few deviations in MC4R that are observed are mainly 
in the predicted extracellular or intracellular tails of the protein (see Figure 9), which may have 
important species‐specific signaling consequences.  This pathway must have evolved early on in 
mammals, without much deviation, and is functionally important.   
The pathways regulating feed intake and energy expenditure are central to controlling 
the weight of mammalian species (Barsh & Schwartz, 2002) (O’Rahilly, Yeo, & Sadaf Farooqi, 
2004).  While the SNPs identified do not themselves change amino acids in either of the two 
gene products observed, it is possible that they can serve as markers for nearby regulatory 
mutations that could be controlling phenotype.  The significant association between the MC4R 
SNP and coat color merits additional study.  It is likely in linkage disequilibrium with another 
nearby mutation which is affecting the phenotype.  Association between BCS and the MC4R 
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SNP was not significant in this data set, due to the limitations outlined in the results section.  
Additional horses should be genotyped to determine if there is a significant association.  It 
would not be surprising if there was an association. Coat color and adiposity are known to be 
related traits, and an association between the SNP and coat color has already been identified.    
The 5’UTR SNP identified in POMC may have a regulatory function and should be investigated 
further.  Changes in the level of POMC mRNA would have a profound effect on the pathway it is 
involved in.  Underexpression of POMC would lessen the stimulatory effect on the MC4R‐
expressing neurons (Barsh & Schwartz, 2002).  The inhibitory effect of the AgRP‐producing 
neurons would be felt more strongly, and this would lead to increased feeding behavior (Barsh 
& Schwartz, 2002).  Any defect in the MC4‐receptor itself would change its affinity for its ligand. 
Observations in other animals has shown that other loss of function mutations for MC4R 
(Huszar, et al., 1997), (Kim, Larsen, Short, Plastow, & Rothschild, 2000), which alter ligand 
affinity, lead to changes in phenotype.  While coding sequence changes were not observed in 
this work, there was a significant association observed between the SNP and coat color and a 
trend observed between the SNP and BCS.  The SNP may be in linkage disequilibrium with a 
regulatory mutation in nearby intronic sequence, and this should be investigated further to 
determine if expression of the MC4R gene is affected. There would then be a loss of feedback 
from the current energy state of the animal from leptin and insulin signaling pathways and 
control of feed intake (Barsh & Schwartz, 2002).  In other words, even if the animal was 
satiated, the feedback loop would have been lost and the animal would continue to eat even 
though its caloric needs had been met.  In turn, this would lead to an increase in weight gain 
and the development of an obese phenotype. 
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Further work needs to be done to better understand what correlation these SNP 
markers have with phenotype.  In particular, work should focus on RNA expression in the 
hypothalamus of horses with the haplotypes identified in Table IV to determine if the 5’UTR 
POMC SNP has a regulatory function.  Association of the MC4R SNP with phenotype should be 
looked at more closely for confirmation and to determine what nearby changes could have a 
causative effect.   
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